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-过 热处理 对 人 类 食管 癌 细 胞 及 中 国 
仓 亦 细胞 DN A 修补 能 力 的 抑制 作用 
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摘 要 


AK OF ron Wh Boca 10907 % 8, 000rad Y HASHT, 或 照射 后 ,用 #445C 
处 理 30 分 钟 ，: 会 全 部 抑制 掉 随 后 在 37°C 保 温 1,5 小 时 内 的 DNA 断 链 重 接 修补 。 
辕 前 42°G 处 理 也 能 起 部 份 的 折 制 作用 ， 肪 后 42°C 处 理 的 抑制 程度 与 昭 前 处 理 的 
相同 ， 保 似乎 在 42°C 处 理 的 时 间 内 已 完成 了 不 受 抑 部 份 的 苞 补 。 中 国 个 鼠 细胞 
CHO-KI 在 紫外 线 恨 前 受 44sC 处 理 30 分 钊 ， 同 祥 会 全 部 地 抑制 掉 慨 后 37oC 保 温 
”3 小 时 内 的 DNA 切除 修补 ， 照 前 用 42eC 处 理 ， 也 有 部 份 抑 制作 用 : 


一 引 8 


FARIA (hyperthermia) 处 理 结合 故 疗 或 化 疗 ， 已 认为 是 一 种 有 送 望 的 肿瘤 疗法 
(EHF, 1980; Silberner，1980) ， 并 已 在 临床 拭 用 中 得 到 一 些 骨 定 的 结果 ,， 目 前 国 
内 外 都 在 积极 研究 中 。 放 疗 积 某 些 化 疗 药物 都 会 损伤 肿瘤 细胞 DNA ， 遂 常 又 认为 DNA 
的 损 衔 是 肿瘤 岗 胞 受 杀 笑 的 主要 原 凡 之 一 。 肿 痢 细 胞 在 射线 黑 射 后 会 对 其 受 损伤 的 DRNA 
进行 德 补 ， 如 果 能 使 修补 能 力 受 到 抑制 ， 就 有 可 能 增高 其 死亡 率 ， 提 高 疗效 。 本 研究 的 
R METALAREN R A A N E ERARE DNA 修补 能 力 的 影响 ， TH 
Epe EA TAE, 以 开 临 床 医 师 和 实验 窒 疗 工作 者 参考 ，。 | 
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(一 ) FE ti il fe Be RT 
C1) 用 人 类 食管 癌 细 胞 Eca 一 109 Ct Le PIB ALS Re ren 


热处理 对 Y 射线 照 后 DNA 断 链 重 接收 赴 的 影响 。 样品 制备 及 照射 方法 前 已 报导 〈 陈 去 
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TA), (i AT Se SES A 7 天; 样品 细胞 或 基于 PBS 中 ， 或 为 模仿 其 原来 生长 
环境 而 上 基于.“ 日 一 199”* 培 养 基 ( 含 小 牛 血清 20%) 中 ， 每 ml 含 细胞 2 一 13 x 10°, 每 
组 两 支 试 管 ， 样品 量 各 为 0.6ml 。*Co y 射线 剂量 素 为 967 一 1045rad/ 分， 照射 剂量 
48,000 rad, 

(2) 用 中 国 仓鼠 细 胞 CHO 一 K1 COP RP SRE) 为 材料 来 检测 过 热 处 
ER RR DNA 切除 修补 的 影响 。 细 胞 培养 及 照射 方法 前 已 报导 《页 先 礼 等 ) 。 
生长 2 天 的 甸 胞 用 PBS 在 原 位 上 洗 过 ， 并 吹 打 成 晤 被 ， 每 ml 含 细胞 约 1 x10, SH 
品 取 惹 液 2ml， 在 离心 管 中 受 过 热处理 ， 在 若 开 的 60mm 培 养 由 中 受 紫 外 线 (2537 埃 ) 
照射 1,25 分 钟 〔 经 粗略 计算 约 相当 于 50 J/m*) 。 

(二 ) 过 热处理 ”参考 临床 采用 的 过 热 范围 (41 一 45°C)， 我 们 选择 42°C 和 44°C 两 种 
温度 。 将 样品 管 插入 超级 恒温 水 浴 中 处 理 30 分 钟 。 检测 DNA 重 接 修补 的 实验 有 照 前 和 
Aah PRA Kh, MR a RE 

(=) 修补 保温 及 修补 能 力 测 定 

(1) 食管 痛 细 胞 经 过 热处理 、Y 射线 照射 或 招 后 过 热处理 ， 几 是 要 进行 修补 保温 
的 各 组 ， 每 管 各 加 入 H 一 199 培 养 基 2.5ml， 放 入 37cC 温 箱 保 温 1.5 小 时 ， 不 保温 的 各 组 
PEMA, SATKAAT., 检测 DNA 断 链 及 重 接 能 力 的 葵 液 洗 脱 法 及 荧光 测定 法 
前 已 介绍 (HEED ， 洗 脱 奏 液 的 流 过 初速 控制 在 0,5ml/ 分 | 荧光 测定 用 414am 激 
发 ， 在 505nm 接收 ! 以 微 孔 滤 膜 上 剩 留 DNA 量 所 占 比 例 数 的 下 降 及 回升 来 反映 DNA 的 
Witt RRL. 

C2) PEW RSet A ARPS, 22RD RRPBS, MAF 3 ml 含 
SH—TdR (ip Ci/ml) APR CmM) fy 199K FRE (EAEL), BARE, 
在 37"C 温 条 保温 3 小 时 (以 上 操作 均 在 暗室 中 进行 )， 然 后 依照 过 去 的 方法 (机 先 礼 等 ) 
制 片 和 放射 自 显影 。 据 我 们 过 去 的 结果 《页 先 祀 等) ， 每 核 含 6 一 60 颗 银 粒 的 非 分 裂 细 
胞 出 例 数 的 大 小 ， 可 作为 CHO 一 K1 细胞 切除 修补 能 力 的 指标 ， 现 在 用 同样 的 材料 和 相 
WHARF, WRATH, ARIE sy ay 5004+. 
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(—) 过 热处理 对 人 类 食管 冶 细 胞 DNA N 链 重 接 修 补 的 抑制 作用 图 1 表示 细胞 
受过 热处理 及 过 热处理 结合 Y 照射 的 实验 结果 **。 经 数理 统计 分 析 后 根据 组 问 最 著 性 差 
异 (P<0.05) 描述 如 下 ， 

(1) 不 受 Y 腿 射 的 各 组 ”人 忆 细 胞 在 过 热 姓 理 的 30 分 钟 内 会 发 生 少 景 的 DNA E # 
断 求 ， 在 日 一 199 培 养 基 中 受 44°C 或 42°C 处 理 ， 或 在 PBS 中 受 4d4eC 处 理 ， 都 出 现 此 种 情 
癌 。 将 图 工 各 系列 实验 (1 一 1， 工 一 2， 工 一 3)》 的 B 与 A 组 比较 邑 可 看 出 。 OF 


» 考虑 到 过 热处理 时 羞 通 199 培 养 基 中 的 Oo? 可 能 路 失 ， 变 成 达 性 环 堪 ， 对 细胞 不 利 ， 所 以 攻 用 10mM HEPES 
2H 1903638 AY PHA eI (参看 Shipman) ， 我 们 称 之 为 “H 一 198?” WH, 

x# 三 系 别 实验 是 在 约 一 年 半 内 完成 的 ， 在 此 期 间 Eca 一 109 丝 隐 本 身 的 DNA 人 修神 能 力 略 有 下 降 ， 担 在 我 们 的 实 
Ot PHRMA RO, CHO—K 工 细 庭 也 有 关羽 情况 。 


3 期 陈 去 恶 等 ， 过 热处理 对 人 类 食管 网 出 胸 及 中 国名 限 强 胞 PNA 修补 能 力 的 抑制 作用 229 


胞 受过 热处理 后 经 37°C 保 温 1.5 小 时 ，DNA 断 型 数 进一步 增多 ， 可 将 图 的 各 b 与 B 
组 比较 。 多 不 受过 热处理 的 细胞 在 37?C 保 温 1.5 小 时 内 ， 也 有 滤 膜 上 DNA 相 对 剩 留 量 
下 降 的 表现 ， 可 将 图 [ 的 各 a 与 点 组 比较 〈a 及 态 组 间 的 P 值 在 图 1 一 1 中 等 于 0,05， 
在 图 I 一 2 和 1 一 3 中 都 小 于 0.05》。 
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Bl 过 热处理 对 人 类 食管 冶 闸 胞 DNA 重 接 修 补 能 力 的 抑制 作用 《照射 剂量 
8,000 rad YHA, 过 热处理 30 分 钟 ; 37°C 笑 若 保 温 时 间 1.5 小 时 ; 以 
& Ain DNA H FB PARE A 1) 


(2) Sy 照射 的 各 组 # ”人 名 不 受过 热处理 的 受 照 细胞 经 修 补 保温 后 都 表现 出 
DNA 汤 链 重 按 的 能 力 ， 可 将 图 1 的 各 c 与 C 组 比较 。 ” 因 照 前 受 44*C 处 理 的 细 跑 经 保 
HALADNA 重 接 能 力 全部 受 抑制 ， 可 将 图 1 一 1 及 1 一 2 的 d 与 c 组 比较 (并 参看 
CH). 团 服 后 受 44pC 处 理 的 细胞 经 保温 后 也 见 到 重 接 能 力 全 部 受 抑 ， 可 将 图 I 一 1 
及 1 一 2 的 8 与 c 组 比较 (并 参看 C 及 EE 组 )。 多 照 前 受 42°C 处 理 的 细胞 在 保温 后 见 到 
重 接 能 力 部 份 受 抑 , 拂 制 部 份 约 占 可 修补 部 份 的 60%; 可 将 图 [一 3 的 d 与 c 组 比较 (并 
BE CKD). 图 照 后 42"C 处 理 的 细胞 经 保温 后 扩 表 现 的 重 接 能 力 与 照 前 42*C 处 理 的 
处 在 同一 水 平 (图 1 一 3 的 e 与 了 组 比较 ) ， 但 它 也 与 受 同 样 照射 和 过 热处理 而 不 保温 
的 五 组 相同 ， 无 法 证 明 。 组 在 保温 中 进行 了 重 接 修补 。 


* ”这 里 所 描述 的 是 实际 应 用 中 要 求 了 和 解 的 “总 司 淋 " ， 暂 木 考虑 “扣除 ” 单 痢 受 过 热处理 所 造成 的 DNA EN 
部 份 ， 因 为 目前 还 不 知道 过 热处理 在 受 照 及 不 受 唐 绍 忠 中 的 效应 机 制 是 否 相 同 。 
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(=) 过 热处理 对 CHO 一 民 1 细胞 DNA 切 除 收 补 的 抑制 作用 ” 经 数理 统计 分 析 后 
根据 组 间 显著 性 差异 (P 之 0.05) 描述 于 后 ， 志 不 受过 热处理 的 紫外 线 照射 细胞 ， 经 
37cC 保 温 3 小 时 后 ， 都 表现 出 对 DNA 进行 切除 修补 的 能 力 ， 由 每 核 6 一 60 标 记 银 粒 的 
细胞 比例 数 的 上 升 反映 出 来 ; 可 将 图 万 各 a 与 级 比较。 人 司 不 照射 的 细胞 受 42°C 或 44°C 
处 理 后 ， 每 核 6 一 60 银 粒 的 细胞 比例 数 下 降 (这 可 能 是 反映 DNA 复 制 合成 的 受 抑 ) ， 可 
将 图 工 各 B 组 与 A 组 比较 。@ 腿 前 受 44”C 处 理 的 细胞 DNA 切 除 修 补 能 力 全 部 受 挤 制 挤 ， 
可 将 图 一 1 的 Lb 与 a 组 比较 (并 参看 PB 组 ) 。 亿 照 前 受 42*C 处 理 对 切除 修补 也 有 显著 
MME: THAI 2 的 b 与 a 组 比较 。 但 没有 全 部 抑制 ， 因 为 b 组 的 比例 数 高 于 
同样 受 42fC 处 理 而 不 受 照射 的 BB 组 。 








Hi “Hl 
H 20 HH 20, 
Fi t 
4} 分 
数 数 T 

10 10 

A a B b A a B b 
一 1 PATS 4d OR (5 次 实验 ) T—2 MZT (6 次 实验 ) 


( 纵 泌 标 为 每 核 出 现 6 一 80 标记 轨 粒 细胞 百分数 ) 


BY ”过 热处理 对 CHO- 一 K1 细 胞 DNA 切除 修补 的 抑制 作用 
CULAR AAT ASOSb Sh, REPRE 1.255 HS SOT /m?, & AIT CHR SB 小 时 )》 


tt, A. PRA, KRM a, BHAA, BH 
B. NALA, AR RS: be 过 热处理 ， Ra. 
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BiR H 3.5 CA Eca—109 细胞 2 小 时 ， 然 后 照射 500R， 见 到 细胞 生长 能 力 
全 部 受 抑 ， 而 单独 受 43.5"C 处 理 和 单独 受 照 500R 的 则 在 3 天 的 生长 延缓 之 后 ， 又 忌 复 迅 
速生 长 能 力 。 我 们 以 44eC 照 前 或 照 语 处 理 Eca 一 109 细 胞 30 分 钟 ， 记 到 细胞 在 随后 保温 的 
1.5 小 时 内 DNA 重 接 能 力 全 部 受 抑 。 这 对 于 解释 蕊 钞 等 的 结果 多 少 是 有 助 的 。 照 前 42C 
处 理 能 部 份 地 抑制 食管 瘤 细胞 PNA 重 接 能 力 ， 但 照 后 处 理 的 则 保温 与 否 的 结果 都 一 H 
(图 1 一 3 e 及 EE 组 ) ， 也 与 照 前 处 理 照 后 保温 的 d 组 处 在 同一 水 平 。 我 们 推测 这 种 细 








+ 我 们 虽然 在 修补 保 巡 的 培 菲 基 中 加 入 部 灰 以 抑制 正常 的 DNA 磊 制 合 成 ， PPR RADA eA 
6 GOH HMA. RRA MMR, BRET RABE, TARR, RB, 织 胞 内 及 
REPU RABERATHA THM, MAB HM eR CSR Timor) 。 记 滩 我 们 只 能 以 实验 组 与 对 照 组 比例 数 
的 统 让 学 差异 来 确定 切除 修补 情况 。 
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受 照 后 能 够 在 42cC 处 理 中 进行 有 限 的 重 接 修补 。Ben-Hnr 等 也 曾 报 导 ， 中 国 仓鼠 细胞 

V 一 79 受 5,800 rad 照 射 后 在 42cC 中 能 进行 重 接 修补 ， 且 速度 比 在 372C 中 还 快 。 

. 食管 癌 细 胞 章 独 受 这 热处理 后 及 处 理 后 再 经 保温 ,可 以 见 到 DNA 断 融 数 逐步 增 名 。 
这 可 能 是 由 于 深 醇 体 腊 受 过 热 损 伤 ， 部 份 水 解 酶 淹 出 ， 作 用 于 DNA 的 结果 。 

不 受 照 里、 不 受过 热处理 的 “正常 ”上 ca 一 109 细胞 ， 经 1.5 小 时 的 37' CORBI, ah, 
TARE DNA 相对 剩 留 量 的 下 降 。 推 测 可 能 原因 有 二 ，B 有 些 原来 处 于 G1 期 来 及 5 
期 的 细胞 ， 在 保温 时 进行 DNA 复 制 合成 ， 产 生 短 段 DNA (包括 未 接合 的 复制 子 和 岗 崎 片 
段 )， 造 成 洗 脱 部 份 比例 增高 ， 因 而 滤 膜 上 相对 剩 留 量 下 降 。 多 有 些 细胞 在 胰 蛋 白 本 处 
理 和 吹 散 时 已 受 损伤 ， 在 保温 过 程 中 可 能 发 生 少量 细胞 解体 和 和 DNA 分 子 降解 。 

44°C A AE RE Se BRAD GH CHO K 1 细胞 保温 3 ANT PAY OR A AR HY | ase 
Job FE AY BAB BR dO) AA PRE Se AD E o A 

Clark 和 Lett 曾 提出 ， 过 热处理 抑制 CHO 细 胞 的 DNA 重 接收 补 是 由 于 它 使 核 内 蛋白 
质 一 DNA 结 构 发 生 异 常 ， 所 根据 的 事实 是 ;他 细 胞 受 42,5*C 以 上 过 热处理 后 ， 核 内 非 
#8 47H A (nonhistone protein) 量 与 DNA 量 的 比例 有 *“ 跳 嫉 式 "的 增高 。 念 将 受 45.5"C 
处 理 并 受 X 照射 的 CHO 细胞 与 不 受热 处 理 而 单 受 照 射 的 细胞 融合 并 保温 后 ， 只 见 到 不 
受 处 理 的 细胞 核 DNA 有 重 接 修补 ， 而 受过 热处理 的 则 否 ， 因 而 排除 了 由 不 受 处 理 细胞 
质 中 的 菜 溺 “修补 因 人 ”进入 受 处 理 细胞 核 内 起 作用 的 可 能 性 。 但 我 们 认为 同时 也 不 能 
排除 过 热处理 后 核 腊 受 损伤 的 可 能 后 果 。 

附 诗 ，44°C 照 前 或 姐 后 处 于 都 会 全 部 捉 制 迫 人 类 食管 剖 细 胞 的 DNA 重 搂 修补 ! 这 并 
不 说 明 临 床上 照 前 及 身后 处 理 一 定 健 有 同等 效果 ， 因 为 我 们 的 照 后 处 理 组 样品 从 照 后 到 
处 理 之 间 是 贮 子 冰 瓶 中 (无 法 进行 修补 )》， 这 在 病人 身上 是 淮 于 艇 堵 的 。 PEE EH 
PR RAK, gi DNA 一 BARERA A Ae TT A, MURRE ET 
ROE, BATA AR BEI He EE SER HOT A E a 
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INHIBITION OF DNA REPAIR ABILITY OF HUMAN ESOPHAGEAL 
CANCER CELL AND CHO-K1 CELL BY HYPERTHERMIA 


E Chen Que Zhou Qilin Jia Xianli . Zheng Decun l 
(institute of Biophysics, Academia Sinica, Beij fing, China) 


. _ Suspension samples of human esophageal cancer cell strain Eca-109 Were 
fated, before or after 8,000 rad Co y -irradiation, with 44° or 42°C for 30 
minutes and- then incubated in growth medium at 37°C for 1.5 hours, The 44° 
treatment inhibited the DNA rejoining repair completely. The 42° treatment inhi- 
hited it. by about 60%, and the uninhibited portion could be repaired during the, 
42°. treatment after irradiation. The suspension . sam ples of CHO- K1 cell were 
treated, before UV-irradiation (about 50 J/M*), with 44° or 42°C for 30 minutes 
and then incubated in growth medium containing 9H-TdR (ipCi/ml) at 37°C for 
3 hours, The 44° treatment inhibited the DNA excision repair completely. The 
42° treatment inhibited it incompletely, 


eee : 过 热处理 对 人 类 食管 癌 细 胞 及 中 国 仓鼠 
细胞 DN A 修补 能 力 的 抑制 作用 
Chen Que et al., Inhibition of DNA Repair Ability 
of Human Esophageal Cancer Cell and CHO-K\ 
Cell by Hyperthermia 


AM, He RmeCHO-KIASH-TdR |2 as © 1. .4 ws y 
(luci/ mp 4519938 RR 37°C 保温 3 小 时 的 标记 
情况 及 过 热处理 对 DN A 切除 修补 的 抑制 效果 。 








i 《 放 关 信 数 1250x ) eo 
ae ea es 
2.764 SHR COMM) KOH-T aR 3: 保温 条 件 同 由 -2, 而 在 保温 前 受 


紫外 线 照 射 1.25 分 钟 ， 未 见 每 核 含 
的 199 培 养 基 中 保温 后 , 未 见 核 内 含 大 
量 银 粒 的 细胞 ,只 见 到 每 核 含 6 -60 ARREMAN, 但 每 核 含 com 
颗 银 粒 的 细胞 , 约 占 8 ,表示 DNA ” 银 粒 的 细胞 增多 , 平均 约 占 15%, 表 


akio | 正常 复制 合成 已 大 部 受 基 眠 抑制 挤 。 现 出 DN A 切除 修补 。 
q's 


四 -1 在 正常 条件 下 保温 后 出 现 核 内 含 大 量 银 
粒 的 细胞 《 约 占 10.5%) ， 表 示 DN A 
正常 复制 合成 中 :H -T dR 的 摊 入 ， 
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《放大 倍数 1250x ) eo: | 


出 -5， 保 温 及 44YC Abe PF Fa - -4, 但 在 M- ô: 过 热处理 温度 改 用 42 C， HS 
过 热处理 后 受 紫外 线 照 射 1.25 分 Bh, 条 件 同 轩 -4。 未 见 核 内 含 大 量 银 
| É 然后 保温 。 未 见 核 内 含 大 量 银 粒 的 细 。 ” 粒 的 细胞 , 每 核 含 6 一 60 颗 银 粒 的 
(放大 倍数 1250% 胞 ， 每 核 含 6 一 60 颗 银 粒 的 细胞 只 点 。 ”细胞 约 占 3.8%, 仍 可 反映 DN A 
Fay: 1.2%。 表 示 切 除 修 补 全 部 受 抑 。 正常 复制 受过 热 进一步 抑制 。 
EN 


M-41: 保温 条 件 同 四 -2， 但 保温 前 受 44C p 
处 理 30 分 钟 。 未 见 核 内 含 大 量 银 粒 的 由 -7: 过 热处理 温度 改 用 42C， 其 余 
条 件 同上 -5。 未 见 核 内 含 大 量 银 


细胞 。 每 核 含 6 一 60 颗 银 粒 的 细胞 只 
占 约 1.6 吧 ， 表 示 复 制 合 成 受过 热 进 粒 的 细胞 ， 每 核 含 6 一 60 MR 
的 细胞 约 占 6.6%、， 表 示 切 除 修补 


一 步 抑 制 。 
_ od 受 抑 不 完全 。 
(放大 售 数 1250 x) 


BET A: 人 体 末 梢 血 微 核 测试 法 的 研究 
Xue Kaixian et al., A study of Micronucleus Test 
by Human Skin Puncture — 


照片 1 人 体 手 指 血 淋 巴 细胞 微 
核 。 照 片 示 一 个 主 核 和 一 个 微 核 。 
(x 1000) 
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